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Introdução: A manobra de Pringle intermitente é utilizada para a grande cirurgia de 
transplante, traumas e proteção hepática, mas o longo tempo de isquemia e 
reperfusão podem limitar a proteção em ratos Wistar. Objetivo: Comparar as 
alterações mitocondriais hepáticas, após clampeamento total intermitente versus o 
clampeamento contínuo do pedículo hepático por período de 40 minutos em ratos 
Wistar. Método: Quarenta e dois ratos Wistar machos, peso de 327,7 ± 51,75g, 
foram anestesiados com tiopental sódico (iv), com incisão em U no abdome. O 
pedículo hepático foi isolado e clampeado. Os animais foram distribuídos em três 
grupos: Grupo Contínuo (GC, n=14, submetidos a 40 minutos isquemia/40 minutos 
reperfusão). Grupo Intermitente (GI, n=14, submetidos a quatro ciclos de 10 minutos 
isquemia/10 minutos reperfusão). Grupo Controle (GCL, n=14, submetido a 
laparotomia por 80 minutos). No final do experimento, realizou-se coleta de sangue 
para dosagens das transaminases (AST/ALT) e biopsias hepáticas para avaliação 
da respiração mitocondrial e avaliação histológica. Resultados: GC e GI 
apresentaram AST/ALT elevadas (p<0,008) quando comparados ao GCL; as 
mitocôndrias estimuladas por ADP ou FCCP tiveram redução da respiração 
(p<0,05) e redução na razão do controle respiratório nos grupos (GC e GI) 
isquêmicos (p<0,03), quando comparados ao GCL, embora a comparação entre GI 
e GC não tenha apresentado diferença em relação à respiração mitocondrial. Na 
avaliação histológica: GC apresentou 33% necrose hemorrágica focal, 17% 
congestão sinusoidal e/ou vacuolização e 50% congestão venosa; GI teve 43% 
congestão sinusoidal e/ou vacuolização e 57% congestão venosa. Conclusão: As 
lesões hepáticas e alterações da respiração mitocondrial, após longo tempo de 
isquemia e reperfusão, aconteceram, independente do tipo de clampeamento 
utilizado, sendo que o grupo intermitente não se mostrou efetivo em evitar estas 
alterações. 
Palavra chave: Constrição, Isquemia, Reperfusão, Ratos Wistar, Mitocôndrias. 
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Introduction: The intermittent Pringle maneuver is utilized for major transplant 
surgery, traumas and hepatic protection, but long ischemia time and reperfusion may 
limit some protection in Wistar rats. Aim: Evaluate the protection effects of 
intermittent clamping in the total hepatic pedicle, after a long period of ischemia and 
reperfusion in Wistar rats. Method: Forty-two male Wistar rats, weighing ± 327,7g, 
anesthetized with sodium thiopental (iv) and subjected to a U-shaped incision in the 
abdomen. The total hepatic pedicle was isolated and subjected to a clamping with a 
microvascular clamp. Continuous Group (CG, n=14, 40 minutes of ischemia/40 
minutes of reperfusion). Intermittent Group (IG, n=14, 4 cycles a 10 minute 
ischemia/reperfusion 10 minutes).  Sham Group (SG, n=14, 80 minute observation 
time). Blood collection the dosage of transaminases and hepatic biopsies for 
evaluation of mitochondrial respiration and histological evaluation. Results: In 
groups CG and IG, AST and ALT enzymes were elevated in comparison to group 
SG (p<0,008); mitochondrias when stimulated by ADP or FCCP had a significant 
decrease in breathing (p<0.05), and the respiratory control ratio (RCR) in the 
ischemic groups was lower (p<0.03) when compared to the GS. In histology GC 
100% had lesions: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinuzoidal congestion 
and/or vacuolization and 50% venous congestion, in GI 100% had lesions: 43% 
sinuzoidal congestion and/or vacuolization, 57% venous congestion. Conclusion: 
The intermittent total hepatic pedicle clamping for a long time in the Wistar rats was 
not effective in the protection of liver injury. 
Keywords: Constriction, Ischemia, Reperfusion, Rats – Wistar, Mitochondria. 
 
  
 - x - 
  




RESUMO .......................................................................................................................................... vii 
ABSTRACT ....................................................................................................................................... ix 
LISTA DE FIGURAS ..................................................................................................................... xvii 
LISTA DE TABELA ......................................................................................................................... xix 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...................................................................................... xxi 
INTRODUÇÃO .................................................................................................................................. 1 
OBJETIVO ....................................................................................................................................... 18 
CAPÍTULO ....................................................................................................................................... 19 
CONCLUSÃO ................................................................................................................................. 34 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................................................ 35 
ANEXOS .......................................................................................................................................... 53 
Anexo 1 – Aprovação do Comitê de Ética .............................................................................. 53 
Anexo 2 – Submissão do manuscrito a Transplantation Proceedings ............................... 54 
Anexo 3 – Aceito para publicação em Transplantation Proceedings ................................. 56 
Anexo 4 – Direitos autorais ....................................................................................................... 58 
Anexo 5 – Certificados de Apresentação em Congressos Internacionais ........................ 59 
Anexo 6 – Normas da redação da Dissertação ..................................................................... 61 
Anexo 7 – Gráficos de respiração mitocondrial em biopsia hepática dos grupos 




 - xii - 
  
















À minha família, por me apoiar, fazendo com que eu acreditasse,  
tornando, assim, este sonho possível: 
 
Paulo Tártaro,  
Zenaide dos Reis Tártaro,  
Camila dos Reis Tártaro Ishibashi, 
 Marcio Yoshio Ishibashi,  
Eleonora Tártaro Ishibashi  
e ao João Paulo Tártaro Ishibashi. 
 
  
 - xiv - 
  




Agradeço, em primeiro lugar, a Deus que iluminou e me encaminhou durante toda 
a minha jornada. 
Aos meus pais, Paulo Tártaro e Zenaide dos Reis Tártaro que, com muito carinho e 
apoio, não mediram esforços para que eu chegasse até esta etapa de minha vida. 
À minha irmã, Camila dos Reis Tártaro, e ao meu cunhado, Márcio Yoshio Ishibashi, 
que me deram uma grande oportunidade de estudar, sonhar e poder concretizar 
mais esta etapa. 
Ao Prof. Dr. Luiz Ségio Leonardi, por abrir as portas do laboratório de Transplante 
Hepático - NMCE durante minha graduação. 
À minha orientadora, Profa. Dra. Ilka de Fátima Santana Ferreira Boin, por 
acreditar em meus esforços, pela atenção, carinho e por me guiar durante esta 
construção de conhecimento. 
À biomédica Gracinda de Lourdes Jorge, pela preciosa amizade, incentivo, e por ter 
me conduzido ao fascinante universo da pesquisa científica. 
Ao Prof. Dr. Aníbal Eugenio Vercesi, que abriu as portas do laboratório de 
Bioenergética - NMCE e acreditou em nosso trabalho. 
À Profa. Dra. Cecília Amélia Fazzio Escanhoela, pela assessoria e avaliação 
histológica. 
À farmacêutica bioquímica, Ana Cândida Coutinho Facin, pela contribuição na 
avaliação bioquímica. 
Ao Prof. Dr. Konradin Metze e Rosana Trevisan do laboratório de Anatomia 
Patológica Experimental do NMCE, pela amizade, incentivo e contribuição na 
confecção das lâminas para avaliação histopatológica. 
 - xvi - 
À Laura de Brito Évora, que vem participando de toda esta trajetória me dando 
carinho, apoio, sorrisos, amizade e me deixando confiante. 
À CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento Pessoal de Nível Superior), pela bolsa 
de estudos que possibilitou a dedicação integral ao programa de pós-graduação e 
à operacionalização do estudo. 
Aos meus irmãos de república, que me apoiaram sempre com suas brincadeiras e 
alegria. 
Ao meu irmão, Leopoldo dos Reis Tártaro, (in memoriam) por me dar bons 
exemplos, sempre me aconselhar, me mostrar que devemos lutar por aquilo que 
acreditamos e sempre demonstrar seu grande amor e carinho. 
Ao Paolo Gadioli La Guardia, (in memoriam) por me ensinar com muita paciência, 
durante meus primeiros passos no campo novo da bioquímica, e demonstrar sua 
amizade e carinho. 
 
  
 - xvii - 
LISTA DE FIGURAS 
 
 
Figura 1:  A - Velocidade de respiração mitocondrial em biópsia de fígado  
 B - Razão do controle respiratório (ADP/oligomicina)  
 C - Razão do controle respiratório (FCCP/oligomicina) ................................. 32 
Figura 2: A - Avaliação histológica com congestão sinusoidal e vacuolização.  
 B - Avaliação histológica com congestão sinusoidal intensa.  
 C - Avaliação histológica com congestão sinusoidal difusa e área de 





 - xviii - 
  
 - xix - 
LISTA DE TABELA 
 
 
Tabela 1: Teste do perfil hepático e alterações histológicas observadas no grupo 





 - xx - 
  
 - xxi - 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
 
GCL  – Grupo controle / SG – Sham group 
GI  – Grupo intermitente / IG – Intermittent group 
GC  – Grupo Contínuo / CG – Continuos group 
AST  – Aspartato aminotransferase / aspartate aminotransferase 
ALT  – Alanina aminotrasferase / alanine aminotransferase 
ADP  – Adenosina difosfato /adenosine diphosphate 
FCCP  – carbonylcyanide p-trifluormetoxifenilidrazona / carbonylcyanide p- 
  (trifluoromethoxy)phenyl-hydrazone 
HE  – Hematoxilina eosina / Hematoxylin eosin 
ROS  – Espécie reativa de oxigênio 
O2  – Oxigênio 
O2•-  – Radical superóxido 
OH•  – Radical hidroxila reativo 
H2O  – Água 
H2O2  – Peróxido de hidrogênio 
Fe2+  – Ferro 
TPM  – Transição de permeabilidade mitocondrial 
HEPES  – (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N’ –[2-ethanesulfonic acid]) 
RCR  – Razão do controle respiratório 
DDT  – Dithiothreitol 
Unicamp  – Universidade Estadual de Campinas 
LAP  – Laboratório de Anatomia Patológica 
 - xxii - 
HC  – Hospital das Clínicas 
CEUA  – Comite de Ética de Uso de animais 
ECAU  – Ethics Committee on Animal Use 
NMCE  – Núcleo de Medicina e Cirurgia Experimental 
CEMIB  – Centro Multidisciplinar para Investigação na Área da Ciências em  
  Animais de Laboratório 
iv  – Intra venonso 
g  – grama 
mg  – miligrama 
L  – litro 
ml  – mililitro 
μL  – microlitro 
mM  – milimol 
SP  – São Paulo 






 - 1 - 
 
INTRODUÇÃO 
A Isquemia e a reperfusão (I/R), são procedimentos muitas vezes necessários para 
controle de hemorragias em transplantes e traumas hepáticos1-7. 
A manobra idealizada por Pringle, em 1908, como forma de prevenção e tratamento 
de sangramentos7-8, tem sido utilizada pelos cirurgiões para a obtenção de exclusão 
vascular hepática, sendo empregada durante ferimentos hepáticos, ressecções 
hepáticas e nos transplantes hepáticos9-12. 
É notório que tanto a isquemia das vias biliares, quanto o sangramento excessivo, 
interferem diretamente na morbidade e mortalidade operatórias em ressecções 
hepáticas9,10, assim como no transplante de fígado13. 
Estudos demonstram que nos órgãos submetidos à isquemia hepática, seguidos de 
reperfusão, ocorre o desenvolvimento de lesões de isquemia-reperfusão14-17. 
Essa lesão envolve uma complexa cascata de eventos que engloba as alterações 
enzimáticas, perda de energia, o desequilíbrio da hemostasia iônica, produção de 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e a morte celular14,18-24. 
As alterações enzimáticas que são observadas logo após o procedimento cirúrgico, 
ou durante o pós-cirúrgico, são consequências da hipóxia sofrida pelo órgão e da 
reperfusão do parênquima remanescente25. 
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A enzima aspartato aminotransferase (AST) pode ser encontrada no fígado, 
miocárdio, músculo esquelético, pâncreas e rins. Qualquer dano celular nestes 
tecidos resulta em uma elevação dos níveis séricos26. 
A enzima alanina aminotransferase (ALT) é mais utilizada para a avaliação hepática, 
pois os níveis hepáticos excedem a concentração miocárdica. Sua elevação está 
correlacionada ao dano hepatocelular agudo26. 
Estas enzimas em concentrações elevadas são bons marcadores de lesões 
hepáticas, sendo utilizadas, também, na prática clínica para acompanhamentos dos 
doentes e nas alterações da permeabilidade da membrana plasmática27-29. Alguns 
trabalhos demonstram que a elevação de seus níveis depende do tempo de 
reperfusão30,31. 
A perda de energia do órgão, gerada com a isquemia, leva a um metabolismo 
anaeróbico, reduzindo a produção de adenosina trifosfato (ATP), levando ao 
aumento da produção de hipoxantina, que é formada a partir de redução de xantina, 
aumentando o influxo de cálcio, lise das proteínas estruturais e das membranas, 
maior permeabilidade da membrana mitocondrial e alterações no sistema de 
fosforilação oxidativa32-35. 
Quando há depleção de ATP por anóxia ocorre a falta de energia, produzindo falhas 
na bomba de sódio (Na) e potássio (K), que está localizada na membrana celular, 
acarretando a entrada de Na e água, para o meio intracelular e saída de K, para o 
meio extracelular, produzindo edema intracelular36-38. 
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Nesse caso, ocorre acidose intracelular em decorrência da diminuição de ATP que 
é provocada pela glicólise anaeróbica e consequente acúmulo de ácido láctico39. 
A diminuição do pH intracelular inicial, em níveis moderados, parece funcionar como 
citoprotetor por inibir a ação das hidrolases40,41. 
A duração da isquemia está diretamente relacionada à depleção de ATP, mas um 
dos fatores determinantes da viabilidade da função do órgão é a velocidade de 
restauração da oxigenação, após a reperfusão42,43. O meio ácido exacerbado não é 
favorável para a cinética normal das enzimas, privando a célula dos seus 
mecanismos para manutenção da homeostase27. 
A oferta de energia é restaurada e os metabólitos tóxicos são removidos com 
consequências positivas na reperfusão. Podem provocar distúrbios metabólicos e 
lesão do tecido, em razão do retorno de sangue ser rico em potássio e com pH ácido 
para a circulação sistêmica23,44. 
A isquemia ocasiona a perda dos mecanismos de homeostasia intracelular os quais 
dependem de energia; essa perda do gradiente osmótico, por falhas da bomba 
iônica de Na e K, leva à inativação de proteínas e oxidação dos grupos tióis37. 
A inibição das enzimas Ca++/ATPase e Na+/K+/ATPase, determina edema celular e 
formação de vesículas, alterando a estrutura da microcirculação. O cálcio leva à 
disfunção da membrana mitocondrial e lesão irreversível37,38. 
A estas alterações segue-se autólise secundária à isquemia (edema dos 
lisossomos, vacuolização do retículo endoplasmático, vazamento de enzimas e 
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proteínas, e descaracterização da compartimentalização celular). A integridade das 
membranas não pode ser mantida, ocorrendo a morte celular35,36. 
A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) é consequência da passagem 
de elétrons pela cadeia respiratória. 
Aproximadamente 2% dos elétrons que entram na cadeia respiratória não são 
utilizados para reduzir oxigênio (O2) à água (H2O)47. Esses elétrons se combinam 
com o oxigênio em passos intermediários da cadeia respiratória, principalmente nos 
complexos respiratórios I e lll, promovendo a redução mono eletrônica do oxigênio, 
gerando, assim, o radical superóxido (O2 •-)44,45,46. 
Distúrbios microcirculatórios associados à isquemia e reperfusão são efeitos do 
desequilíbrio entre o óxido nítrico (NO) e a produção de endotelina. 
Concomitantemente ocorre a ativação de células de Küpffer, liberando espécies 
reativas de oxigênio e citocinas pró-inflamatórias, incluindo fator de necrose tumoral 
(TNF-α) e interleucina. A ROS também pode ser derivada das mitocôndrias24,47. 
As citocinas, promovem a ativação de neutrófilos e acumulação, contribuindo para 
progressão da lesão do parênquima, liberando ROS e proteases13,16. 
Estes radicais livres de oxigênio, com número ímpar de elétrons, são altamente 
reativos; as lesões secundárias a I/R são causadas por estes radicais citotóxicos 
após a isquemia e reperfusão48-52. 
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Uma série de alterações no órgão isquêmico promove, na presença destes radicais 
livres de oxigênio, alterações sistêmicas tais como falência renal e depressão 
cárdio-circulatória35,53-56. 
As mitocôndrias possuem um sistema de defesa antioxidante que dismuta o radical 
superóxido (O2 •-) a peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo que este é altamente 
permeável pelas membranas biológicas, podendo ser removido por antioxidantes53-
57. 
O H2O2 pode gerar radical hidroxila reativo (HO•) que é altamente reativo e 
citotóxico, sendo que a maior parte do HO• gerado, in vivo, provém da reação 
descrita a seguir, denominada reação de Fenton (H2O2 + Fe2+ = HO• + HO- + Fe3+)58. 
As espécies reativas de oxigênio geradas na mitocôndria podem oxidar 
macromoléculas, tanto na própria organela, como em outros sítios intracelulares57.  
Proteínas, principalmente da membrana mitocondrial interna, são alvos primários 
de danos oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigênio e nitrogênio57. 
Esses danos envolvem a formação de grupos carbonila e a oxidação de grupos tióis. 
Este último pode levar à permeabilização não específica da membrana mitocondrial 
interna, conhecida como transição de permeabilidade mitocondrial (TPM), tornando-
a, gradativamente, permeável a prótons, íons, suporte osmótico e pequenas 
proteínas59. 
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Os complexos das cadeias transportadoras de elétrons (CTE) mitocondriais acabam 
sofrendo alterações após sofrerem isquemia, diminuindo a eficácia do sistema 
antioxidante fisiológico57. 
Curtos períodos de hipóxia aumentam a eletronegatividade dos complexos da CTE, 
levando ao vazamento de elétrons57. 
Se o episódio de isquemia for curto, ele pode não ser suficiente para alterar o 
sistema de antioxidantes na mitocôndria, e a ROS produzida após a reintrodução 
de O2 serve como um sistema de defesa60,61. 
Nesse contexto, com a geração de radicais livres e a atividade respiratória 
mitocondrial ─ em que se observam bons parâmetros para se avaliar a lesão de 
isquemia e reperfusão hepática ─ a mitocôndria tem papel crítico, uma vez que 
passa por grandes mudanças que podem contribuir para o prejuízo do órgão 
durante o fenômeno de isquemia-reperfusão18. 
A reperfusão do tecido hepático isquêmico está associada a distúrbios circulatórios 
sistêmicos, aumento da permeabilidade vascular, com edema e desarranjo 
estrutural hepatocelular, perda da viabilidade do endotélio dos sinusóides e ativação 
das células de Küpffer e neutrófilos podendo, na dependência do tempo de 
isquemia, causar morte celular18,27,62. 
Distúrbio da microcirculação, aderência de leucócitos e plaquetas, com 
conseqüente diminuição do fluxo sanguíneo e manutenção do processo de 
isquemia ocorrem pela perda da viabilidade do endotélio63,64. 
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Após ativação das células de Küpffer e leucócitos ocorre a liberação de radicais 
livres de oxigênio, óxido nítrico, além de outros mediadores pró-inflamatórios que, 
provavelmente, intensificam a lesão do enxerto63,64. 
Com o reestabelecimento da reperfusão ocorre a restauração da oferta de energia 
e a remoção dos metabólitos tóxicos. No entanto, a própria reperfusão também gera 
graves consequências metabólicas e maior lesão tecidual que a causada pela 
isquemia62. 
A reperfusão acarreta efeitos metabólicos sistêmicos em razão do retorno de 
sangue com pH ácido e rico em potássio para a circulação sistêmica62. 
A morte celular programada, ou apoptose, é um evento celular fisiológico destinado 
a controlar o turnover celular e a hemostasia celular59. 
O aumento da morte celular por apoptose em condições como isquemia e 
reperfusão pode contribuir para o desenvolvimento da falência do órgão59. 
A apoptose inicia-se pela ativação de uma cascata de proteínas intracelulares 
caspases, e pode ser inibida por proteínas da família Bcl-2. Existe um consenso 
geral de que as mitocôndrias estejam envolvidas na apoptose através do aumento 
da permeabilidade de suas membranas, um processo descrito como transição de 
permeabilidade16,65. 
O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna pode ocorrer pela 
formação de poros não específicos, denominados megachannels, no local de 
contato entre a membrana mitocondrial interna e externa. Acredita-se que estes 
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megachannels são formados pela interação do translocador do nucleotídeo 
adenina, do canal de ânions dependentes de voltagem, bem como por outras 
proteínas, tais como os membros da família Bcl-216. 
Com a abertura dos poros, a água e pequenas moléculas passam pela membrana, 
o que pode resultar em inchaço da matriz e ruptura da membrana mitocondrial 
externa65. 
O resultado final é a liberação de fatores ativadores como o fator indução de 
apoptose, o citocromo c e o anticorpo policlonal, que normalmente são mantidos no 
espaço inter-membranas da mitocondria65,66. 
Uma vez liberadas no citosol, estas proteínas induzem a apoptose por contribuir 
para a ativação de caspases (no caso de citocromo c) ou em uma via independente 
de caspases65,66. 
Durante a isquemia e reperfusão ocorre a transição de permeabilidade mitocondrial, 
provocada por condições tais como a maior produção de ROS, esgotamento do 
sistema de antioxidantes, alteração das taxas de nucleotídeo piridina, oscilação da 
concentração de íons Ca2+ e aumento de fosfato inorgânico na matriz 
mitocôndria65,66. 
Estes agravantes ainda não solucionados aumentam a quantidade de pesquisas 
relacionadas à isquemia e reperfusão hepática, através da isquemia por curto ou 
longo período, e todas têm demonstrado sérias complicações causadas por lesões 
secundárias à isquemia e reperfusão18,27,30,67-73. 
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O mapeamento das mitocôndrias vem sendo estudado desde 196173, sendo que os 
estudos das mitocôndrias e suas lesões vem sendo estudado, nas últimas décadas, 
através de mitocôndrias isoladas ou diretamente em biópsias, avaliando a 
respiração mitocondrial e sua cadeia transportadora de elétrons em diversos órgãos 
como: fígado, coração, músculo esquelético, rins e cérebro57,74-81. 
A avaliação das mitocôndrias, diretamente no tecido hepático, é importante por 
evitar possíveis danos na estrutura mitocondrial, como o rompimento da rede 
tridimensional ou estrutural, o qual pode inibir a atividade das funções vitais ou 
produzir danos à sua estrutura ─  como a rede tubular irregular ─ induzido pela 
homogeneização mecânica, perda de proteínas solúveis e de outras moléculas da 
matriz mitocondrial, além de  degradação de proteínas da matriz mitocondrial pela 
ação insidiosa de isolamento, presentes no tampão46,58,59. 
Com o uso de um oxígrafo de grande resolução de respirometria é possível a 
avaliação, sem causar possíveis lesões por efeitos mecânicos, ou químicos, das 
estruturas mitocondriais58,59,82-84. 
A fosforilação oxidativa é uma via metabólica que utiliza a energia liberada de 
reações de oxidação-redução que ocorrem na membrana interna da mitocôndria, 
fosforilando o ADP em ATP18,57. 
O complexo I é a primeira proteína da CTE, ocorrendo a redução da coenzima 
ubiquinona, gerando um gradiente de prótons que transfere prótons da matriz 
mitocondrial para o espaço intermembranar18.   
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O complexo III, estado ativado, reduz a coenzima ubiquinona a ubiquinol no lado 
interno da membrana mitocondrial e oxida a ubiquinona na região intermembranar, 
contribuindo para o gradiente de prótons, representando a capacidade de 
fosforilação mitocondrial e, consequente produção de energia (fosforilação do ADP 
em ATP)18. 
Já no complexo IV, estado basal, ocorre a reação final da CTE, oxidando o 
citocromo c e transferindo elétrons para o oxigênio, transportando prótons da matriz 
mitocondrial para o espaço intermembranar, contribuindo com o gradiente de 
prótons, responsável pela geração e manutenção do potencial de membrana 
mitocondrial, o qual está relacionado com a integridade da membrana 
mitocondrial18. 
O aumento da TPM pode gerar a disfunção mitocondrial, observada através da 
inibição da respiração mitocondrial nos complexos I, III e IV na cadeia respiratória. 
E pode, também, propiciar a diminuição da razão do controle repiratório (RCR), que 
é a razão entre (o estado estimulado III pelo estado de repouso IV), medido em 
mitocôndrias isoladas e diretamente em biópsias, após períodos variados de 
I/R18,27,44-46,57,67,81,85-91. 
Estudos da avaliação da respiração mitocondrial demonstram que o complexo III da 
CTE, quando estimulado por ADP, aumenta a velocidade do consumo de 
oxigênio18,57,67,81.  
A utilização de oligomicina leva a respiração mitocondrial ao estado de repouso 
(basal); estudos com potencial de membrana, em grupos isquêmicos e controle, 
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mostram que em períodos inferiores a uma hora de isquemia não ocorrem 
alterações de seus valores no transporte de elétrons pela CTE, e mantém valores 
constantes na velocidade do consumo de oxigênio em relação a grupos não 
isquêmicos18,57. 
O carbonylcyanide p-trifluormetoxifenilidrazona (FCCP), é um desacloplador da 
fosforilação oxidativa mitocondrial, interrompendo a síntese de ATP por transportar 
prótons através da membrana mitocondrial interna, despolarizando o potencial de 
membrana mitocondrial57, estudo demonstra inibição da respiração com diminuição 
na velocidade de consumo de oxigênio, quando estimulado com FCCP57. 
A I/R leva a uma inibição da produção de energia mitocondrial, e reduz a velocidade 
do consumo de oxigênio do estado estimulado18,67,81. 
Estudos da avaliação da respiração mitocondrial demonstram que após a I/R 
prolongada ocorre a redução do estado III e diminuição do RCR67,81; assim, foi 
relatado que I/R parcial de 40 minutos levou a diminuição da RCR em análise de 
mitocôndria isolada92. Ainda não se tem, na literatura, estudo utilizando um oxígrafo 
de grande resolução de respirometria, avaliando a respiração diretamente em 
biópsias de fígado, após I/R intermitente de 40 minutos do pedículo hepático em 
ratos Wistar. 
Diferentes tipos de células estão presentes no fígado, tais como: os hepatócitos, as 
células de Küpffer, as células endoteliais sinusoidais e as células dos ductos 
biliares, sendo estas suscetíveis a diferentes tipos de lesões induzidas pela 
isquemia e reperfusão, durante as cirurgias hepáticas18,67. 
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Na isquemia normotérmica pode ocorrer vacuolização citoplasmática, congestão 
sinusoidal e, dependendo do tempo de isquemia, focos de necrose e infiltração 
gordurosa67,93. 
Já isquemia hipotérmica pode apresentar edema celular e ruptura das células 
sinusoidais, mesmo com a morfologia hepatocelular aparentemente normal18,67,94. 
No fígado, a lesão de isquemia e reperfusão pode ser causada por choque 
hemorrágico, ressecção de grandes tumores, sepse tardia em cirurgias de grandes 
traumas e transplante hepático27. 
No entanto, há que se considerar muitas estratégias para tentar diminuir as lesões 
secundárias a este procedimento, incluindo manobras cirúrgicas com 
clampeamento contínuo ou intercalado; pré-condicionamento com tempos menores 
de isquemia e reperfusão antes de períodos maiores de oclusão; drogas protetoras; 
clampeamento total ou parcial; aplicação de laser; estratégias estas sempre com o 
propósito de melhorar a qualidade de sobrevida do doente1,2,19,27,30,62,67-73,95-98. 
O clampeamento intermitente do pedículo hepático é uma das opções cirúrgicas 
usada na rotina dos cirurgiões em intervenções com longa duração, em que se 
intercalam períodos de isquemia com reperfusão, evitando um tempo longo de 
hipóxia ao órgão99-101. 
No estudo, ao se comparar a lesão hepatocelular em ratos, ocasionada pelo 
emprego do pré-condicionamento isquêmico e de duas outras modalidades de 
clampeamento da tríade portal como o clampeamento contínuo e o intermitente, 
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demonstrou-se que o pré-condicionamento se compara ao clampeamento 
intermitente e provoca menos lesão hepática quando comparado ao clampeamento 
contínuo102. 
Algumas pesquisas demonstram resultados negativos da proteção do órgão durante 
a manobra de Pringle intermitente93,103,104. Estudo feito com pós-operatório de seis 
horas, onde o clampeamento do pedículo hepático foi de 30 minutos em um dos 
grupos, e no outro, de tempos intercalados de 15 minutos93, os autores relataram 
que não obtiveram resultados de sobrevida dos animais, após seis horas de 
observação com o modelo experimental de I/R hepática normotérmica, utilizando a 
manobra de Pringle; assim, concluíram que o modelo foi inviável para ratos93. 
Outra técnica é o pré-condiconamento, em que se inicia com uma isquemia e 
reperfusão mais curta, em relação ao próximo tempo de isquemia mais 
prolongado102. 
O papel do pré-condicionamento isquêmico, como protetor hepático nas oclusões 
vasculares, tem levado a grandes debates sobre o seu efeito na isquemia e 
reperfusão por longo período27,62,67-70,95-97. 
Ambas as técnicas surgiram com o propósito de diminuírem o grau de lesões 
hepáticas em períodos comparáveis à técnica de clampeamento contínuo. 
No entanto, em estudos clínicos vêm sendo demonstrado que para cirurgias 
prolongadas, ou doenças hepáticas graves, a isquemia e reperfusão intermitente 
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vem se mostrando mais eficiente, reduzindo a perda de sangue e lesões hepáticas 
pós-cirúrgicas, em comparação à técnica contínua28,29,105. 
Entretanto, estes achados são muito discutidos, pois também foi demonstrado que 
a relação entre as técnicas intermitente e contínua se mostram semelhantes, após 
longos períodos de I/R93,106,107, levando-se em conta o tempo de duração, a lesão 
existente no órgão, a presença de esteatose e o tempo de reperfusão108,109. 
Como protetor hepático, é importante avaliar, no tecido hepático do rato, a isquemia 
intermitente após um longo período de isquemia. 
Outra alternativa de estudo é a isquemia e reperfusão parcial, na qual a isquemia é 
realisada em diferentes lobos do fígado, como o lobo direito, o mediano, ou o 
esquerdo, na tentativa de evitar possíveis congestionamentos microvasculares do 
intestino, após isquemia e reperfusão hepática110. Com esta técnica, o tempo de 
isquemia pode ser ampliado em relação ao tempo de estudo do clampeamento total 
do pedículo hepático. 
No entanto, a isquemia parcial vem demonstrando, em animais de pequeno porte, 
que a lesão pode culminar em apoptose, ou necrose, dependendo de outras 
variáveis, tais como as concentrações de ATP ou grau de hipóxia111,112. 
Esta técnica deve ser analisada com cuidado, pois os mecanismos inerentes de 
dano hepático, derivado da exclusão de massa hepática, devem ser considerados, 
já que o mesmo medicamento pode agir como um antagonista do receptor da 
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angiotensina II, e pode mostrar efeitos diferentes em lesão hepática, dependendo 
das condições cirúrgicas110,113,114. 
Um procedimento que vem sendo investigado é a aplicação de baixo consumo de 
energia de irradiação de laser, em que se avalia capacidade regenerativa de um 
pequeno fragmento do fígado, após hepatectomia de 70% em ratos, cuja 
regeneração pode ser de grande valia em situações clínicas críticas115. 
Fatores que são de extrema importância para o sucesso de modelo experimental: o 
desenvolvimento, a gravidade e a extensão das alterações ─ tanto morfológicas, 
como funcionais ─ dependendo da espécie animal, do grau, da idade, do método, 
do local e da duração empregada109,113,114. 
Animais de pequeno e médio porte têm suas vantagens e desvantagens nos 
estudos, mas a escolha da espécie para o estudo depende do problema em questão 
e das diferenças nos modos de administração, dosagem, e uma degradação 
metabólica das drogas sob investigação116-118. 
Os animais de médio porte, como porcos, ovelhas e cães apresentam uma 
similaridade em sua anatomia e fisiologia, em comparação aos seres 
humanos; assim sendo, para um estudo clínico direto eles são os mais indicados119. 
No entanto, seu uso é limitado por dificuldades logísticas, financeiras e, muitas 
vezes, por questões éticas. Além disso, o processamento de exames de sangue e 
tecidos é extremamente restrito por causa da disponibilidade limitada de 
ferramentas imunológicas para uso em grandes espécies animais116-118. 
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Já os animais de pequeno porte, como camundongos e ratos, estes são 
extremamente úteis porque são bem mais simples de gerir, não apresentam tantos 
problemas de logísticas, financeiros ou éticos ─ como os de médio porte ─ e 
também podem fornecer o potencial de alterações genéticas (por exemplo, animais 
transgênicos e knockout). 
Todavia, eles também apresentam desvantagens importantes, pois sua 
aplicabilidade para estudos clínicos tem que ser analisada com cuidado, no 
momento de comparar aos seres humanos, pois sua anatomia, fisiologia e 
metabolismo apresentam diferenças116-118. 
Ratos jovens apresentam diferenças significativas em relação à microcirculação de 
ratos idosos. Um rato maduro é o mais adequado, porque os ratos mais jovens 
podem apresentar problemas técnicos, enquanto que ratos mais velhos são mais 
propensos a infecções respiratórias e acúmulo de gordura120. 
A escolha sexual também afeta os resultados experimentais, como os níveis de 
hormônios presentes em animais fêmeas, o que certamente pode interferir na 
tolerância à isquemia do fígado. Estudo após isquemia hepática normotérmica 
mostrou que ratos machos foram menos sensíveis à lesão de reperfusão, em 
relação às fêmeas120. 
É necessária esta extrapolação entre estudos biomédicos com animais de 
experimentação e a sua correlação para os seres humanos, porém, com limitações, 
já que os obstáculos são grandes e devem ser levados em conta diferenças em: 
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hipotermia, tolerância à isquemia, anatomia das diversas espécies e subespécies, 
e as diferenças ─ entre e dentro ─ dos modelos experimentais utilizados. 
Perante os dados apresentados, e as grandes controvérsias sobre os melhores 
métodos de clampeamento hepático, sentimos a necessidade de estudar as lesões 
de isquemia e reperfusão, buscando técnicas mais aprimoradas. 
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OBJETIVO 
 Comparar as alterações mitocondriais hepáticas, após clampeamento total 
intermitente versus o clampeamento contínuo do pedículo hepático por 
período de 40 minutos em ratos Wistar. 
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Abstract 
Although the intermittent Pringle maneuver is utilized for major transplant surgery, 
traumas and hepatic protection, long ischemia time and reperfusion may limit some 
protection in Wistar rats. 
Aim: Evaluate the protection effects of intermittent clamping in the total hepatic 
pedicle after a long period of ischemia and reperfusion in Wistar rats. 
Method: Forty-two male Wistar rats, weighing ± 327,7g, anesthetized with sodium 
thiopental (iv) and subjected to a U-shaped incision in the abdomen. The total 
hepatic pedicle was isolated and subjected to a clamping with a microvascular 
clamp. Continuous Group (CG, n=14, 40 minutes of ischemia/40 minutes of 
reperfusion). Intermittent Group (IG, n=14, 4 cycles a 10 minute 
ischemia/reperfusion 10 minutes).  Sham Group (SG, n=14, 80 minute observation 
time). Blood collection for transaminase dosage was carried out and as well as 
hepatic biopsies for mitochondrial respiration and histological evaluation. 
Results: In groups CG and IG, AST and ALT enzymes were elevated in comparison 
to group SG (p<0,008); mitochondrias when stimulated by ADP or FCCP had a 
significant decrease in mitochondrial respiration (p<0.05), and the respiratory control 
ratio (RCR) in the ischemic groups was lower (p<0.03) when compared to the SG. 
In histology GC had 100%lesions: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinuzoidal 
congestion and/or vacuolization and 50% venous congestion; in GI had 100% 
lesions: 43% sinusoidal congestion and/or vacuolization and 57% venous 
congestion. 
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Conclusion: The intermittent total hepatic pedicle clamping for a long time in the 
Wistar rats had not efficacy to liver protection injury. 
Keywords: ischemia, reperfusion injury, mitochondrial ADP, oxygen consumption 
Introduction 
The interruption of the afferent liver blood flow is necessary for the control of bleeding 
in liver transplants and traumas1, 2.  
In organisms submitted to hepatic ischemia followed by reperfusion can occurs 
ischemia-reperfusion injuries3-5. These injuries involve a complex cascade of events 
that includes the energy loss, the imbalance of ionic homeostasisthe production of 
reactive oxygen species (ROS) and cellular death3,5. In this context, the mitochondria 
plays a critical role once passes through major changes that may contribute to the 
injury of the organ during the phenomenon of ischemia-reperfusion6. 
The intermittent clamping of the hepatic pedicle is one of the surgical options used 
in the routine of surgeons in interventions with long term4. It is important evaluate 
the hepatic rat tissue through intermittent long ischemia period such as hepatic 
protector. Some research has shown that severe liver injury are identified in 
postoperative period even in short-time of hepatic pedicle rats clamping7. 
In the present study, we used the total hepatic ischemia in rats aiming at to compare 
the hepatic cell injury through two types of portal triad clamping. 
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Material and Methods 
This research was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA - 1646-
1). 
The surgeries were performed at the Laboratory of Unit of Liver Transplantation, the 
mitochondrial tests at the Laboratory of Bioenergetics, the histological analysis at 
the Laboratory of Pathology at the Experimental Medicine and Surgery (NMCE), and 
Pathology and Clinical Pathology Department – Unicamp. 
In this study forty-two male Wistar rats (Rattus norvegicus allbinus, rodent, 
mammalia) weighting 327.7 ± 100.0g were included. The animals were provided by 
CEMIB (Surgery Vivarium-Unicamp).  
The forty-two animals were randomly divided into three groups. After anesthetic 
procedure, trichotomy incision in a U shape7 were carried out. Isolation of the hepatic 
pedicle (hepatic artery, portal vein and bile duct) with flexible cotton buds was done 
and we began the intervention in each group. 
In the sham group (SG) the animals were subjected to a total period of 80 minutes 
of observation, equivalent to the period of ischemia/reperfusion in the other groups. 
In the continuous group (CG) clamping was continuous for 40 minutes of ischemia 
followed 40 minutes of reperfusion. In the intermittent group (IG) clamping was 
carried out in four cycles of 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of 
reperfusion. 
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After 40 minutes 1.0 ml of saline solution 0.9% in the peritoneum was applied. In the 
CG and IG the abdominal wall was maintained closed with three vascular clamps 
during ischemia period. 
After the operative procedure, hepatic biopsies for mitochondrial respiration and 
histological evaluation were collected. Blood collection for aminotransferase serum 
levels was done. At the end of each experiment the animals were sacrificed by 
exsanguination under anesthesia. 
The left lobe biopsy was put on 5,0 ml of preservation solution containing (2,77 mM 
CaK2EGTA, K2EGTA 7,23 mM, 6,65 mM MgCl2.6H2O, 15 mM creatineNa2Pospho, 
20 mM imidazole, 0,5 mM of Dithiothreitol (DDT) and 50 mM MES) at 1,0 L with pH 
7,1 in a beaker and kept in a cooler at 4 °C with crushed ice to mitochondrial analysis. 
A respirometry Oroborus (Innsbruck, Austria) and a magnetic stirrer with regular 
temperature at 37 °C were used to measure the oxygen consumption.  
Two randomly samples were collected with an average weight of 4,0 and 6,0 mg and 
inserted into the apparatus tubs with 2,1 ml of MIRO5 reaction (0,5 mM EGTA, 3 mM 
MgCl2.6H2O, 60 mM K-lactobionate, 20 mM Taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM 
HEPES, 110 mM Sucrose and 1 g/L of BSA) with pH 7,2. Then mitochondrial 
respiratory activity was analyzed by sequential addition of 20 μL of pyruvate, 20 μL 
of malate, 20 μL of 42 mM ADP, 2 μL of a solution of 1 mg/ml of oligomycin, 0,8 μL 
of 1 mM solution of carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP). 
The data were determined using the specific software of the apparatus8-10. 
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Middle lobe liver biopsy were placed in a solution of 10% formalin for a maximum 
time of 24 hours. After this period it was placed in 70% ethanol, and dehydrated with 
alcohol and xylol battery and then embedded in paraffin and stained with 
hematoxylin x eosin (H&E) and Masson Trichrome11.  
Blood samples were collected (3,0 ml) by abdominal aorta catheterization for 
dosages of aspartate aminotransferase (AST; in IU/L), and alanine aminotransferase 
(ALT, in IU/L) which were performed by kinetic enzymatic method with automated 
equipment (MODULAR P800 EVO Hitachi high, Technologies Corporation, Tokyo, 
Japan)11. 
Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA, Tukey test and t-
Student test for comparison of means and descriptive frequency analysis for ordinal 
variables and the nonparametric Mann-Whitney test for continuous variables. The 
level of significance was 5%. SigmaStat program version 3,5 was used (Systat 
Software, Chicago, IL, EUA). 
 
Results 
All animals survived until the end of the experiment. In IG and CG mitochondrial 
respiration was inhibited in comparison to SG. There was a reduction in respiratory 
control ratio ADP/oligomycin and FCCP/oligomycin in ischemic groups when 
compared to the SG (p<0.05) (Figure 1). 
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In groups CG and IG, 100% of the animals showed histopathological disorders 
(Figure 2) as in GC: 33% focal hemorrhagic necrosis, 17% sinusoidal congestion 
and/or vacuolization and 50% of venous congestion branch; in IG: 43% sinusoidal 
congestion and/or vacuolization, 57% of venous congestion branch (Figure 2). 
We observed a marked increase (p <0.008) in transaminase in the ischemic groups 
(IG and CG) when compared to SG (Table 1). 
 
Discussion 
The role of ischemic preconditioning as liver protector in vascular occlusions has led 
to major debates about its effect on ischemia and reperfusion for long period12-15. 
In the present study, we adopted two modalities of clamping of the hepatic pedicle 
in Wistar rats, aiming at to evaluate the protective factor in a long period of ischemia 
and reperfusion. 
Many authors report that reperfusion injury is directly associated with mitochondrial 
dysfunction and increased ROS16-17, its exact mechanisms are not fully known. 
We seeked to carry out evaluations of mitochondrial respiration directly in hepatic 
biopsies, thus avoiding possible damages to its structure as the irregular tubular 
network induced by mechanical homogenization; loss of soluble proteins and of 
other molecules from the mitochondrial matrix and degradation of mitochondrial 
matrix proteins by the insidious action of isolation present in the buffer in which can 
inhibit the activity of the vital functions8-10. 
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In our study mitochondrial respiration demonstrated a significant decrease in the 
ischemic animals, both in intermittent clamping and continuous clamping with 
inhibition of the respiratory state III (capacity of mitochondrial oxidative 
phosphorylation).  
Regarding respiratory status IV, the groups of ischemic animals and control animals 
were similar as described in studies using isolated mitochondria8-11. 
Respiratory control was similar between ischemic animals and lower when 
compared to control animals. This reduction was 17% and 21%, respectively, in 
intermittent and continuous groups. Research using mitochondria isolated from rats 
also reported lower respiratory control18. 
Some authors have demonstrated in models of ischemia and reperfusion performed 
in partial small pets that injury may culminate in apoptosis or necrosis, depending on 
other variables such as the concentrations of ATP or degree of hypoxia, emphasizing 
that the intermittent method, when compared to the continuous method, 
demonstrates a marked improvement11-16. 
In the GC, the lesions were more severe with the presence of venous congestion, 
sinusoidal congestion, vacuolization and focal hemorrhagic necrosis. However, in 
the IG the great injuries were intense venous and sinusoidal congestion and 
vacuolization. This occurred due to the long ischemia period in this study, although 
some authors had reported an improvement when the intermitent clamping was used 
in short-time18. 
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Aminotransferases (AST and ALT) are good markers of hepatic injury and ischemia 
widely used in clinical practice for patients accompaniments, pointing out changes 
in plasma membrane permeability, and their high levels depends the time of 
reperfusion11,15-18. 
Our results showed that the ischemic groups had a significant elevated levels of AST 
and ALT compared to control group after reperfusion. However when contrasted with 
ischemic groups this difference and protection has not corroborated. 
 
Conclusion 
We concluded that intermittent clamping of total hepatic pedicle in Wistar rats by 
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Table 1: Tests of the liver profile and histological changes observed in the Sham 
group (SG) in the continuous group (CG) and the intermittent group (IG). 
 
Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase. 
Tabela 1: Teste do perfil hepático e alterações histológicas observadas no grupo controle (GCL), no grupo contínuo (GC) e no grupo 
intermitente (GI) 
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Figure 1: A - Ischemic groups both IG how much CG promoted inhibition of mitochondrial 
respiration in the biopsies stimulated by ADP or FCCP in relation to the SG, p <0.05. 
Between IG and CG did not differ respiration. B - Respiratory control ratio 
(ADP/oligomycin) was reduced in the ischemic groups in relation to the SG, p <0.03. C - 
The ratio (FCCP/oligomycin) was reduced in the ischemic groups compared to the SG, p 
<0.03. When comparing between the IG and CG did not show differences. Statistical 
analysis: ANOVA Test ONE-WAY; (*) And (#) respectively p <0.05 and p <0.03; ADP = 
adenosine diphosphate; FCCP = carbonylcyanide ptrifluoromethoxyphenylhydrazone. 
 
Figura   1: A - Velocidade de respiração mitocondrial em biópsia de fígado B - Razão do controle respiratório (ADP/oligomicina) C - Razão 
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Figure 2. A - Liver parenchyma with preserved lobular structure. Note portal field 
with habitual aspect and hepatocytes vacuolation associated with intense 
sinusoidal congestion. (HE-400X), B - Severe sinusoidal congestion. (HE-500X) 
and C - Diffuse sinusoidal congestion with focal area of hemorrhagic necrosis (HE-
640X). 
 
Figura 2: A - Avaliação histológica com congestão sinusoidal e vacuolização. B - Avaliação histológica com congestão sinusoidal intensa. C 
- Avaliação histológica com congestão sinusoidal difusa e área de necrose hemorrágica central 
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CONCLUSÃO 
As lesões hepáticas e as alterações da respiração mitocondrial, após longo tempo 
de isquemia e reperfusão, aconteceram independente do tipo de clampeamento 
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